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^ (54) Title: METHOD FOR THE IDENTIFICATION, QUANTIFICATION, AND VISUALISATION OF MICRO-ORGANISMS 
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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR IDENTTFIZIERUNG , QUANTTFIZIERUNG UND VISUALISIERUNG VON MTKRO- 
ORGANISMEN 

(57) Abstract: The invention relates to a kit for the detection of micro-organisms in a sample, by means of which both the visuali- 
sation and quantification of the micro-organism is possible. The invention further relates to a method using the above kit. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft einen Kit zum Nachweis von Mikroorganismen in einer Probe, mit dem sowohl 
die Visual isierung als auch die Quanufizierung der Mikroorganismen moglich ist. Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren unter 
>^ Verwendung dieses Kits. 
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Verfahren zur Identifizierung, Quantifizierung und Visualisierung von 

Mikroorganismen 

5 

Die Erfindung betrifft einen Kit zum Nachweis von Mikroorganismen in einer Probe, 
mit dem sowohl die Visualisierung als auch die Quantifizierung der 
Mikroorganismen moglich ist. Ferner betriffl die Erfindung ein Verfahren unter 
Verwendung dieses Kits. 

10 

Die Identifizierung von Mikroorganismen konnte viele Jahrzehnte nur nach 
vorhergehender Kultivierung der Mikroorganismen und damit einhergehender 
Vermehrung erfolgen. Diese Kultivierung erfolgt z.B. fur Viren auf ihrem jeweiligen 
Wirtsorganismus, fur Bakterien, Pilze und einzellige Algen in Nahrmedien. Fur die 

1 5 Erfassung der Anzahl lebensfahiger Mikroorganismen in einer bestimmten Probe 
wurden Medien bzw. Bedingungen gewahlt, welche eine selektive Erfassung 
bestimmter Gruppen weitgehend ausschliefien sollten. So wurden z.B. von 
bakteriellen Einzelkolonien Reinkulturen angelegt und diese aufgrund 
phanotypischer Merkmale, z.B. ihrer Morphologie und ihrer Stoffwechselprodukte, 

20 identifiziert. Die Identifizierung von Mikroorganismen nach vorheriger Kultivierung 
ist jedoch mit zwei entscheidenden Nachteilen verbunden. Erstens belegen 
Untersuchungen an den verschiedensten Umweltproben, daiJ nur 0,1 bis 14% aller 
Bakterien z.Z. kultivierbar und damit nachweisbar sind. Zweitens konnte bewiesen 
werden, dali bei der Kultivierung starke Populationsverschiebungen auftreten 

25 konnen, d.h. bestimmte Bakteriengruppen im Labor bevorzugt bzw. andere 
diskriminiert werden. 

Dies bedeutet nicht nur, daii ein GroJJteil der Bakterien in zu untersuchenden Proben, 
z.B. Umweltproben, nicht erkannt werden kann, sondern auch, daB diejenigen 
30 Bakterien, welche identifiziert werden, meist ein verzerrtes Abbild der wahren 

Populationsstrukturen darstellen. Fehleinschatzungen der Populationsverhaltnisse in 
bezug auf Identifizierung und Quantifizierung der Bakterien sind die Folge. 
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Anfang der neunziger Jahre wurde ein Verfahren zur in situ-Hybridisierung mit 
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden entwickelt, das in vielen 
Umweltproben erfolgreich zum Einsatz kam (Amann et al. (1990) J. Bacterid. 
172:762). Dieses "FISH" (fluoreszierende in situ-Hybridisierung) genannte 
5 Verfahren beruht auf der Tatsache, daB die in jeder Zelle vorhandenen ribosomalen 
RNAs (rRNAs) hochkonservierte, d.h. wenig spezifische, und weniger konservierte, 
d.h. gattungs- und artspezifische Sequenzen umfassen. Schon Mitte der achtziger 
Jahre wurde gezeigt, daB die Sequenzen der 16S- und 23S-rRNA zur Identifizierung 
von Mikroorganismen genutzt werden konnen (Woese (1987) Microbiol. Reviews 

10 5 1 :22 1 ; De Long et al. (1 989) Science 243 : 1 360). Bei dem FISH-Verfahren werden 
fluoreszenzmarkierte Gensonden, deren Sequenzen zu einer bestimmten Region auf 
der ribosomalen Zielsequenz komplementar sind, in die Zelle geschleust. Die 
Sondenmolekule sind in der Regel 16 bis 20 Basen lange, einzelstrangige 
Desoxyribonukleinsaurestucke und sind zu einem Zielbereich komplementar, der fur 

15 eine bestimmte Bakterienart oder eine bakterielle Gattung spezifisch ist. Findet die 
fluoreszenzmarkierte Gensonde in einer Bakterienzelle ihre Zielsequenz, so bindet 
sie daran und die Zellen konnen aufgrund ihrer Fluoreszenz im 
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. 

20 Es konnte gezeigt werden, daB durch die in situ-Hybridisierung mit 

fluoreszenzmarkierten Sonden nahezu 100% einer Bakteriengesamtpopulation 
detektiert werden konnen. Das Verfahren stellt daher bereits eine wesentliche 
Verbesserung gegenuber dem Stand der Technik dar, der die Detektion von maximal 
14% der Bakterienpopulation einer Umweltprobe moglich machte. Daruber hinaus 

25 erlaubt das Verfahren der in situ-Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten Sonden, 
Aussagen iiber das MaB der Stoffwechselaktivitat zu treffen, da die Anzahl der 
Ribosomen pro Zelle mit dieser Aktivitat korreliert. SchlieBlich erlaubt das 
Verfahren, Bakterien direkt am Ort ihres Wirkens sichtbar zu machen, wo durch 
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Bakterienpopulation erkannt und 

30 analysiert werden konnen. 
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Innerhalb der letzten Jahre wurde die Technik der in situ-Hybridisierung mit 
fluoreszenzmarkierten Sonden fur die verschiedensten Proben erprobt und 
erfolgreich angewandt. So konnten durch den Einsatz von Gensonden im Boden, in 
5 Protozoen, in Biofilmen, in der Luft, in Seen, in biologisch aktivierten Filtern und im 
Abwasser von Klaranlagen die jeweiligen Bakterienpopulationen untersucht und 
neuartige Bakterien identifiziert werden. Der Schwerpunkt lag hierbei in der Analyse 
der Bakterienpopulationen bei der Abwasserreinigung. Tropfkorper-, 
Raumfiltrations- und Belebtschlammanlagen wurden ebenso untersucht wie die 

10 Nachklarbecken und entsprechende Vorfluter (Snaidr et al. (1 997) AppL Environ. 
Microbiol. 63:2884). Durch die in situ-Hybridisierungstechnik konnte gezeigt 
werden, daB es bei der Erfassung der Belebtschlammflora durch Kultivierung zu 
einem Kultivierungsshift kommt (Wagner et al. (1993) Appl. Environ. Microbiol. 
59:1520). Kultivierungsabhangige Verfahren liefern daher nur einen sehr 

1 5 verfalschten Einblick in die Zusammensetzung und Dynamik der mikrobiellen 
Biozonose. Durch diese Medium-abhangige Verzerrung der realen Verhaltnisse 
innerhalb der Bakterienpopulation werden Bakterien, die im Belebtschlamm von 
Abwasserreinigungsanlagen nur eine untergeordnete Rolle spielen, aber den 
eingesetzten Kultivierungsbedingungen gut angepaBt sind, in ihrer Bedeutung 

20 dramatisch uberschatzt. So konnte gezeigt werden, daB aufgrund eines solchen 

Kultivierungsartefakts die Bakteriengattung A cinetobacter bezuglich ihrer Rolle als 
biologischer Phosphatentferner in der Abwasserreinigung vollig falsch eingeschatzt 
wurde. 

25 Obwohl die in situ-Hybridisierung mit den neu entwickelten fluoreszenzmarkierten 
Gensonden eine rasche und genaue Analyse von Bakterienpopulationen im Abwasser 
moglich macht, konnte sie sich in der Praxis noch nicht durchsetzen. Griinde hierfiir 
sind der hohe Anschaffiingspreis fur die benotigten technischen Gerate wie 
Fluoreszenzmikroskope, der Bedarf an qualifizierten Kraften, welche fur die 

30 Durchfuhrung und Auswertung zur Verfugung stehen miissen, sowie die daraus 
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resultierende geringe Anzahl moglicher Referenzmessungen. Weiterhin ist ein hoher 
Zeitaufwand fur das Auszahlen der detektierten Bakterienpopulationen 
(Quantifizierung) notwendig. Uberdies erfordert das Auszahlen hohe 
Erfahrungswerte, da zwischen echten (Sondenbindung hat tatsachlich stattgefunden) 
5 und falschen Signalen (Autofluoreszenz, keine Zellen) unterschieden werden mufi. 

Bei dem vorstehend beschriebenen Verfahren der FISH-Hybridisierung werden die 
Schritte der Zellfixierung, der Hybridisierung sowie der anschlieBende Waschschritt 
vor der Identifizierung der markierten Zellen jeweils in separaten Kammern 
10 durchgeflihrt. Die Hybridisierung findet dabei auf einem Objekttrager statt, die 

Sonden dringen in die Zellen ein und bleiben an ihren Zielstellen haften. Nach einem 
Waschschritt zum Entfernen der nicht hybridisierten Nukleinsauresondenmolekiile 
werden die markierten Zellen identifiziert. 

15 Bei dem in der internationalen Patentanmeldung WO 99/18234 beschriebenen 
Verfahren zur qualitativen und quantitativen Analyse mikrobiologischer 
Populationen in einer Probe findet die Zellfixierung ebenfalls gesondert statt. Im 
Unterschied zu dem vorstehend beschriebenen Verfahren der FISH-Hybridisierung 
wird bei diesem Verfahren des Stand der Technik die Hybridisierung in einer 

20 Suspension durchgeflihrt. Die Nukleinsauresonden dringen auch hier in die Zellen 
ein und bleiben an ihren Zielstellen haften. Nach einem Waschschritt zum Entfernen 
der nicht hybridisierten Nukleinsauresonden werden die spezifisch gebundenen 
Sonden extrahiert und anschlieBend quantifiziert. 

25 Nachteilig an dem vorstehend beschriebenen Verfahren ist, daB bei dem Abheben 
des Uberstandes nach der Hybridisierung, ublicherweise durch Abpipettieren, auch 
ein Teil der markierten Zellen mitgenommen wird, was zu einer Verfalschung des 
MeBsignals fxihrt. Aus dem selben Grand sind Zellbehandlimgen, wie z.B. eine 
Ethanolbehandlung zur Dehydratisierung der Zellen oder eine Lysozymbehandlung 

30 fur gram-positive Zellen, problematisch, da die hierfur erforderlichen 
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Zentrifiigationsschritte mit anschlieBender Abnahme des Uberstandes haufig zu 
gravierenden Zellverlusten fiihren. Falls die Zellbehandlungen nicht durchgefuhrt 
werden, hat dies jedoch eine geringere Signalintensitat zur Folge. Femer sind dem 
Fachmann viele Bakterienarten (beispielsweise Microthrix parvicella) bekannt, bei 
5 denen ohne Vorbehandlung eine Penetration der Zellhulle nicht erfolgen kann. 

SchlieBlich konnen mit dem in der internationalen Patentanmeldung WO 99/1 8234 
beschriebenen Verfahren manche Bakterienarten aufgrund geringer 
Signalintensitaten, bedingt durch die Hybridisierung in Suspension, nicht oder nur in 
unzureichendem MaBe identifiziert und quantifizieit werden. 

10 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren bereitzustellen, mit 
dem eine schnelle und prazise Quantifizierung ohne Zellverluste moglich ist. Femer 
ist es wunschenswert, einen Kit bereitzustellen, mit dem die Durchfuhrung sowohl 
der Schritte der Identifizierung und Visualisierung als auch der Schritte der 
1 5 Identifizierung und Quantifizierung der markierten Zellen in einem Durchgang auf 
einfache Weise moglich ist. 

Diese Aufgaben werden durch die Gegenstande der unabhangigen Anspriiche gelost. 

20 Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den Unteranspruchen beschrieben. 

ErfindungsgemaB wird ein Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen in einer 
Probe mittels einer Nukleinsauresonde bereitgestellt, wobei das Verfahren die 
folgenden Schritte umfaBt: 

25 

a) Fixieren der in einer Probe enthaltenden Mikroorganismen auf einem Trager; 

b) Inkubieren der fixierten Mikroorganismen mit nachweisbaren 
Nukleinsauresondernnolekiilen auf einem Trager; 



30 
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c) Entfernen der nicht hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule; 

d) Identifizieren der hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule und/oder 

5 e) Ablosen der hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule und anschlieBendes 
Quantifizieren der abgelosten Nukleinsauresondenmolekule. 

Dabei finden alle Reaktionen., d.h. das Inkubieren der fixierten Mikroorganismen, 
das Entfernen der nicht hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule sowie, falls die 

1 0 markierten Zellen quantifiziert werden sollen, das Ablosen der hybridisierten 

Nukleinsauresondenmolekule in einem einzigen GefaB statt. Bei einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird auch das Fixieren der in der Probe enthaltenen 
Mikroorganismen (Schritt a) in diesem GefaB durchgefubrt. Damit wird durch das 
erfindungsgemafie Verfahren erstmals ein Verfahren beschrieben, mit dem in ein und 

1 5 demselben GefaB die Fixierung, Identifizierung und Visualisierung von 

Mikroorganismen und/oder die Fixierung, Identifizierung und Quantifizierung dieser 
Mikroorganismen moglich ist. Zellverluste durch unsachgemaBes Waschen, wie bei 
dem FISH- Verfahren beim Waschen der Objekttrager, oder durch Abnehmen, wie 
bei dem in der internationalen Patentanmeldung WO 99/18234 beschriebenen 

20 Verfahren durch Abnehmen des Uberstandes vom Pellet, sind bei dem 
erfindungsgemaBen Verfahren vollstandig ausgeschlossen. 

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die zu untersuchende Probe in ein 
GefaB (im folgenden auch als All-in-One (AIO)-GefaB bezeichnet) hineinpipettiert 

25 Das GefaB mit vorzugsweise einem Filter als Trager wird in ein AuffanggefaB 
gesetzt. Die Probe wird abzentrifiigiert imd das Pellet wird direkt im AIO-GefaB 
fixiert Das AIO-GefaB mit den fixierten Zellen kann entweder gelagert werden oder 
es kann unmittelbar weiterverwendet werden. Da die Zellen am Filter des AIO- 
GefaBes haften, konnen sie nochmals flir ein wirkungsvolles Erndringen der Sonden 

30 weiterbehandelt werden, beispielsweise durch Lysozymbehandlung bei gram- 
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positiven Zellen bzw. durch eine Ethanolbehandlung zur Dehydratisierung der 
Zellen. Die anschliefiende in situ-Hybridisierung findet ebenfalls im AIO-GefaB statt. 
Dabei dringen spezifische, markierte Gensonden in die Zellen ein und heften sich an 
ihre Targetsequenzen. AnschlieBend wird ein Waschpuffer zum Entfernen der 
5 liberschussigen Sonden aufgetragen und wieder abzentrifiigiert. Wird eine 
Visualisierung gewiinscht, so wird der Filter entnommen nnd unter einem 
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Wird eine Quantifizierung gewiinscht, so werden 
die auf dem Filter verbliebenen hybridisierten Zellen mit einem Ablosepuffer 
behandelt. Dabei kommt es zum Ablosen der spezifisch gebundenen Sonden. Wird 
1 0 der erneute Zentrifugationsschritt mit einem ungebrauchten AuffanggefaB 

durchgefuhrt, so kann das dort aufgefangene Filtrat anschlieBend gemessen werden. 
Dadurch konnen die in der Probe befindlichen Mikroorganismen identifiziert und 
quantifiziert werden. 

1 5 Die beiden Ablaufe Identifizierung und Visualisierung (Schritt d) sowie 

Identifizierung und Quantifizierung (Schritt e) konnen entweder alternativ oder in 
dieser Reihenfolge nacheinander durchgefuhrt werden. Falls gewiinscht, kann auch 
die Fixierung im AIO-GefaB durchgefuhrt werden. Die so fixierten Zellen konnen bis 
zu ihrer Verwendung im AIO-GefaB gelagert werden. 

20 

Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens gegeniiber dem FISH-Verfahren sind 
zum einen die sehr leichte Handhabung, da bei diesem Verfahren alle Schritte in ein 
und demselben ReaktionsgefaB durchgefuhrt werden, und zum anderen die 
Wirtschaftlichkeit, da hier keine separaten Hybridisierungs- und Waschkammem 
25 benotigt werden. 

Als Filter wird vorzugsweise ein Filter aus regenerierter Cellulose verwendet 
Andere geeignete Filtermaterialien sind z.B. Cellulosenitrat, Celluloseacetat, 
Nitrocellulose, Mischester, Polycarbonate Aluminiumoxid, Polyamid imd 
30 dergleichen. Andere herkommliche Filtermaterialien konnen zu einem sehr hohen 
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Hintergrund bei der Visualisierung und vor allem bei der Quantifizierung fiihren, da 
bei dem Abloseschritt oftmals Partikel aus dem Filter herausgelost werden. 

Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens gegemiber dem in der intemationalen 
5 Patentanmeldung WO 99/1 8234 beschriebenen Verfahren sind die sehr leichte 
Handhabung sowie die sehr schnelle Durchfuhrbarkeit. Femer treten insbesondere 
bei der Fixierung der in einer Probe enthaltenen Mikroorganismen auf einem Filter 
keine Zellverluste durch ein wie bei dem vorstehend genannten Verfahren 
notwendiges Abheben des Uberstandes auf, wodurch prazise, standardisierbare 

10 Ergebnisse erhalten werden. Durch das Durchlaufen der Inkubations- bzw. 

Waschlosungen durch einen Filter wird vermieden, dass eventuell abgeloste Zellen 
bei einem sonst erforderlichen Abheben des Uberstandes mit abgenommen werden 
und so Zellverluste entstehen. Dariiber hinaus konnen auch Zellbehandlungen, wie 
eine Ethanolreihe oder eine Enzymbehandlung (z.B. mit Lysozym) flir gram-positive 

1 5 Zellen vor der Hybridisierung ohne Zellverluste durchgefuhrt werden. Bei dem 

vorstehend genannten Verfahren fuhrt der Verzicht auf eine derartige Vorbehandlung 
zu einer geringeren Flexibility betreffend das Aufbrechen von Zellen sowie zu einer 
geringeren Signalintensitat ohne Ethanolreihe. Falls bei dem vorstehend erwahnten 
Verfahren nicht auf eine derartige Vorbehandlung verzichtet wird, sind gravierende 

20 Zellverluste die Folge. SchlieBlich weist das erfindungsgemafie Verfahren gegemiber 
dem in WO 99/1 8234 beschriebenen Verfahren den Vorteil auf, daB eine 
Hybridisierung von Mikroorganismen, die zuvor auf einem Trager fixiert wurden, zu 
wesenflich starkeren Sign alintensitaten fiihrt, als eine wie dort beschriebene 
Hybridierung in Suspension. 

25 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann das 
erfindungsgemafie Verfahren auch im Mikrotiterformat und damit automatisierbar 
angewandt werden. Hierbei wird ein entsprechend kleiner Filter auf die 
Mikrotiterplatte gesetzt, dem erfindungsgemaBen AIO-GefaB entspricht in diesem 
30 Fall das Mikrotiterwell mit dem Filter als Boden. Die Mikrotiterplatte wird abzentri- 
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fugiert, oder die Flussigkeiten werden mit Hilfe einer Vakuumfiltrationsapparatur 
filtriert. Die extrahierten markierten Nukleinsauresonden befinden sich dann im 
Mikrotiterwell. 

5 ErfmdungsgemaB wird bei einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung ein 
Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens zum Nachweis von Mikroorganismen in einer 
Probe bereitgestellt. Der Inhalt eines solchen Kits richtet sich im wesentlichen nach 
der Natur des nachzuweisenden Mikroorganismus. Er umfaBt als wichtigsten 
Bestandteil eine fur den jeweils nachzuweisenden Mikroorganismus spezifische 
1 0 Nukleinsauresonde sowie bevorzugt eine weitere Nukleinsauresonde, mit der eine 

Negativkontrolle durchgefuhrt werden kann. Dariiber hinaus umfaBt er vorzugsweise 
einen Hybridisierungspuffer und gegebenenfalls einen Lysepuffer. Die Wahl des 
Hybridisierungspuffers hangt in erster Linie von der Lange der verwendeten 
Nukleinsauresonden ab. So miissen, wie dem Fachmann bekannt ist,.fur die 
1 5 Hybridisierung einer Nukleinsauresonde von 1 5 Nukleotiden Lange weniger 

stringente Bedingungen gewahlt werden als fur die Hybridisierung einer Sonde von 
75 Nukleotiden Lange. Beispiele fur Hybridisierungsbedingungen sind z. B. in Stahl 
& Amann (1991) in Stackebrandt u. Goodfellow (Hrsg.), Nucleic Acid Techniques in 
Bacterial Systematica John Wiley & Sons Ltd., Chichester, UK, angegeben. 

20 

Die Zusammensetzung des Lysepuffers ist ebenfalls vom jeweiligen 
Mikroorganismus abhangig. So sind zur Lyse von Virushullen, Zellwanden gram- 
positiver oder gram-negativer Bakterien und Zellmembranen von Hefe oder Algen 
jeweils leicht unterschiedliche Bedingungen erforderlich, die ohne weiteres in der 
25 Literatur festgestellt werden konnen. 

ErfmdungsgemaB wird somit ein Kit bereitgestellt, mit dem das vorstehend 
beschriebene erfindungsgemaBe Verfahren durchgefuhrt werden kann. Der 
erfindungsgemaBe Kit umfasst in einer bevorzugten Ausfuhrungsform mindestens 
30 einen Hybridisierungspuffer, mindestens eine Nukleinsauresonde zum spezifischen 
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Nachweis eines Mikroorganismus, mindestens eine Nukleinsauresonde zum 
Durchfuhren einer Negativkontrolle, ein GefaB (AIO-GefaB) und gegebenenfalls ein 
AuffanggefaB, in welches das AIO-GefaB eingebracht werden kann, wobei in dem 
AIO-GefaB die folgenden Schritte durchfiihrbar sind: 

5 

a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Mikroorganismen auf einem Trager, 

insbesondere einem Filter, besonders bevorzugt einem Filter axis regenerierter 
Cellulose; 

10 b) Inkubieren der fixierten Mikroorganismen mit nachweisbaren 
Nukleinsauresondenmolekulen auf einem Trager; 

c) Entfernen nicht hybridisierter Nukleinsauresondenmolekule; und 

15 d) Ablosen der hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule. 

Der Trager, vorzugsweise der Filter, ist in einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
AIO-GefaBes von dem GefaB abnehmbar, so daB die Visualisierung der markierten 
Zellen, beispielsweise unter einem Epifluoreszenzmikroskop, leicht durchfuhrbar ist. 
20 Femer ist das AIO-GefaB und/oder das AuffanggefaB vorzugsweise verschlieBbar, 
um eine sichere Zentrifugation zu ermoglichen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der erfindungsgemaBe Kit spezifische 
Sonden zum Nachweis von filamentosen Bakterien aus der Gruppe der gruneru nicht- 
25 schwefelhaltigen Bakterien, von Nostocoida limicola-ahnlichen Bakterien und von 
filamentosen Rhodobacter sphaeroides-Shniichen Bakterien. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung soli unter "Fixieren" von Mikroorganismen 
eine Behandlung verstanden werden, mit der die den jeweiligen Mikroorganismus 
30 umgebenden Htillen so durchlassig gemacht werden sollen, daB die 
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Nukleinsauresonde mit der gegebenenfalls kovalent verbundenen Markierung durch 
die Hiille penetrieren kann, urn so die Zielsequenzen im Zellinneren erreichen zu 
konnen. Bei der Htille kann es sich zJB. urn die ein Virus umgebende Lipidhulle, urn 
die Zelhvand eines Bakteriums oder die Zellmembran eines einzelligen Mikro- 
5 organismus handeln. Zur Fixierung wird iiblicherweise eine geringprozentige 
Paraformaldehydlosung verwendet. Sollte mit einer Paraformaldehydlosung im 
Einzelfall die einen Mikroorganismus umgebende Schutzhulle nicht penetrierbar 
gemacht werden konnen, so sind dem Fachmann ausreichend weitere MaBnahmen 
bekannt, die zu demselben Ergebnis fuhren. Dazu zahlen beispielsweise 
10 Formaldehyd, Methanol, Mischungen von Alkoholen mit Paraformaldehyd, 

enzymatische Behandlungen, Ultraschallbehandlung etc. Bei einer bevorzugten 
Ausftihrungsform der vorliegenden Erfindung wird die Fixierung mit Ethanol, 
besonders bevorzugt mit 50%igem Ethanol durchgefuhrt. 

15 Bei einer Nukleinsauresonde im Sinne der Erfindung kann es sich um eine DNA- 
oder RNA-Sonde handeln, die in der Regel zwischen 12 und 1000 Nukleotide 
umfassen wird, bevorzugt zwischen 12 und 100 oder 15 und 50, besonders bevorzugt 
zwischen 17 und 25 Nukleotide. Die Nukleinsauresonde ist so ausgewahlt, daJ3 es 
eine zu ihr komplementare Sequenz im nachzuweisenden Mikroorganismus bzw. in 

20 der Gruppe nachzuweisender Mikroorganismen gibt. Komplementaritat sollte bei 
einer Sonde von nur ca. 15 Nukleotiden moglichst iiber die gesamte Sequenz 
gegeben sein, bei Oligonukleotiden mit mehr als 15 Nukleotiden sind ein bis mehrere 
Fehlpaarungsstellen erlaubt. Es muB jedoch gewahrleistet sein, daB dasNuklein- 
sauresondenmolekul mit moderaten und/oder stringenten 

25 Hybridisierungsbedingungen tatsachlich mit der Zielsequenz hybridisiert. Moderate 
Bedingungen im Sinne der Erfindung sind z.B. weniger als 20% Formamid in einem 
Hybridisierungspuffer wde er in Beispiel 1 beschrieben ist. Stringente Bedingungen 
hn Sinne der Erfindung sind beispielsweise 20 - 80% Formamid in dem in Beispiel 1 
beschriebenen Puffer. 



30 
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Die Dauer der Hybridisierung betragt iiblicherweise zwischen 10 Minuten und 12 
Stunden; bevorzugt erfblgt die Hybridisierung fur etwa 2 Stunden. Die 
Hybridisierungstemperatur betragt bevorzugt zwischen 44 °C und 48 °C, besonders 
bevorzugt 46 °C, wobei der Parameter der Hybridisierungstemperatur, wie auch die 
5 Konzentration an Salzen und Detergentien in der Hybridisierungslosung in 

Abhangigkeit von der Sonde bzw. den Sonden, insbesondere deren Lange(n) und 
dem Grad der Komplementaritat mit der Targetsequenz in der nachzuweisenden 
Zelle optimiert werden kann. Der Fachmann ist mit hier einschlagigen Berechnungen 
vertraut. 

10 

Im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens hat eine typische 
Hybridisierungslosung eine Salzkonzentration von 0,1 mol/I bis 1,5 mol/1, bevorzugt 
von 0,9 mol/1, wobei es sich bei dem Salz vorzugsweise um Natriumchlorid handelt. 
Weiter umfaBt der Hybridisierungspuffer iiblicherweise ein Detergens, wie z.B. 

1 5 Natriumdodecylsulfat (SDS), in einer Konzentration von 0,001-0,1%, bevorzugt in 
einer Konzentration von 0,01%, und Tris/HCl in einem Konzentrationsbereich von 
0,001-0,1 mol/1, vorzugsweise in einer Konzentration von 0,02 mol/1. Der pH-Wert 
von Tris/HCl betragt iiblicherweise zwischen 6 und 10, wobei ein pH von ca. 8,0 
bevorzugt ist. Wie oben erwahnt, kann die Hybridisierungslosung des weiteren 

20 zwischen 0% und 80% Formamid enthalten, je nachdem welcher Grad von Stringenz 
erwiinscht ist bzw. benotigt wird. 

Die Nukleinsauresonde sollte im Hybridisierungspuffer wenn moglich in einer 
Menge von 15 ng bis 1000 ng anwesend sein, wobei diese Menge in einem Volumen 
25 an Hybridisierungslosung zwischen 8 fil und 100 jil, vorzugsweise in 80 jil, enthalten 
ist. Besonders bevorzugt betragt die Sondenkonzentration 125 ng/80 \il Hybridisie- 
rungslosung. 



30 



Nach erfolgter Hybridisierung sollten die nicht hybridisierten xmd iiberschiissigen 
Sondenmolekule entfemt werden, was iiblicherweise mittels einer herkommlichen 
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Waschlosung bzw. eines herkommlichen Waschpuffers erfolgt. Dieser Waschpuffer 
enthalt gewohnlicherweise 0,001-0,1% eines Detergens wie SDS, wobei eine 
Konzentration von 0,01% bevorzugt wird, und Tris/HCl in einer Konzentration von 
0,001-0,1 mol/1, bevorzugt 0,02 mol/1, wobei der pH-Wert von Tris/HCl im Bereich 
5 von 6,0 bis 10,0, vorzugsweise bei 8,0 liegt. Weiter enthalt der Waschpuffer ub- 
licherweise NaCl, wobei die Konzentration je nach benotigter Stringenz von 0,003 
mol/1 bis 0,9mol/l, bevorzugt von 0,01 mol/1 bis 0,9 mol/1, betragt. Zusatzlich kann 
die Waschlosung EDTA enthalten, wobei die Konzentration vorzugsweise 
0,005 mol/1 betragt. 

10 

Das „Abwaschen" der nicht gebundenen Sondenmolekule erfolgt iiblicherweise bei 
einer Temperatur im Bereich von 44 °C bis 52 °C, bevorzugt von 46°C bis 50°C und 
besonders bevorzugt bei 48 °C fiir eine Dauer von 10-40 Minuten, vorzugsweise fur 
20 Minuten. 

15 

Nach erfolgter in situ-Hybridisierung und anschlieBender Entfernung der nicht- 
hybridisierten Nukleinsauresondenmolekiile mittels des oben beschriebenen 
Waschschrittes erfolgt die Abtrennung der hybridisierten Sondenmolekule fur die 
Detektion und, falls erwunscht, Quantifizierung der hybridisierten Sondenmolekule. 

20 Fiir diesen Extraktionsschritt sind solche Extraktionsmittel geeignet, die bei einer 
geeigneten Temperatur eine Denaturierung der Sonde von der Targetsequenz 
gewahrleisten, ohne die Sondemolekiile in nennenswertem AusmaB zu beschadigen. 
Bevorzugt wird hierfur als Abloselosung bzw. Ablosepuffer Wasser, also 
HbOdestybidest, oder schwach gepuffertes Wasser, also bspw. Tris/HCl, im 

25 Konzentrationsbereich von 0,001 mol/1 bis 1,0 mol/1, besonders bevorzugt in einer 
Konzentration von 0,01 mol/I, verwendet, wobei der pH von Tris/HCl von 7,0 bis 
1 1,0, vorzugsweise 9,0 betragt. Weiter sind im Rahmen dieser Erfindung auch 
DMSO (Dimethylsulfoxid) und 1 x SSC, pH 10,0 (+/- 2,0) als Extraktionsmittel 
geeignet, wobei 1 x SSC geeigneterweise durch Verdiinnung einer 20 x SSC- 
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Stammlosung (1 75,2 g NaCl, 88,2 g Natriumcitrat, aufifullen mit Wasser auf 1 Liter) 
zubereitet wird. 

Die Ablosung der Sondenmolekiile erfolgt tiblicherweise fur eine Dauer von 5 bis 30 
5 Minuten, bevorzugt fiir 1 5 Minuten. Dabei erfolgt die Sondenextraktion in einem 

Temperaturbereich von 50-100 °C, vorzugsweise bei etwa 80 °C. In jedein Fall sollte 
versucht werden, die Extraktion bei einer Temperatur durchzufuhren, die eine 
effektive, aber gleichzeitig fair die Sondenmolekiile schonende Abtrennung 
gewahrleistet. Da die Sonden durch die Extraktionsbehandlung umso weniger 
1 0 beeintrachtigt werden, je geringer die Temperatur ist, wird eine Temperatur < 1 00 
°C, insbesondere < 90 °C bevorzugt. 

Als Extraktionsmittel werden insbesondere H 2 O bid est oder 0,01 mol/1 Tris/HCl 
gegenuber Formamid, das im Stand der Technik in der Regel als Extraktionsmittel 

1 5 empfohlen wird, bevorzugt. Durch den Verzicht von Formamid im Extraktionsschritt 
erzielt man nicht nur eine schonendere Behandlung fur die markierten Sonden, es 
ergeben sich zusatzlich auch Vorteile hinsichtlich des Gefahrenpotentials, da es sieh 
bei Formamid urn eine Substanz der Giftklasse 3 handelt. Daruber hinaus ist die 
Verwenduug von Formamid im Vergleich zu Wasser oder schwach gepuffertem 

20 Wasser wesentlich kostenintensiver. 

Die Auswahl der jeweiligen Nukleinsauresonde erfolgt in Abhangigkeit vom 
nachzuweisenden Mikroorganismus: Sollen beispielsweise nur Mikroorganismen der 
Gattung Streptococcus salivarius nachgewiesen werden, nicht jedoch 

25 Mikroorganismen der Gattung Streptococcus thermophilics, so wird der Fachmann 
eine geeignete Sequenz auswahlen, die in Streptococcus salivarius auftritt, in 
Streptococcus thermophilics dagegen nicht. Typischerweise werden diese Sequenzen 
aus der 16S-oder 23S-rRNA ausgewahlt. Ist dagegen enviinscht, alle Bakterien der 
Gattung Streptococcus zu erfassen, wird eine Sequenz ausgewahlt werden, die 

30 Streptococcus salivarius und Streptococcus thermophilics sowie weiteren Spezies der 
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Gattung Streptococcus gemeinsam ist. Fiir solehe Sequenzen sind in der Literatur 
bereits viele Beispiele veroffentlicht, siehe z.B. Beimfohr et al. (1993) System AppL 
Microbiol. 1 6:450. Die Nukleinsauresonde kann dabei komplementar zu einer 
chromosomalen oder episomalen DNA sein, aber auch zu einer mRNA oder rRNA 
5 des nachzuweisenden Mikroorganismus. Dabei ist es bevorzugt, Nukleinsauresonden 
zu wahlen, die in einem Bereich komplementar sind, der in einer Kopienzahl von 
mehr als 1 im jeweilig nachzuweisenden Mikroorganismus vorliegt. Die 
nachzuweisende Sequenz liegt bevorzugt 500 - 100.000 mal pro Zelle vor, besonders 
bevorzugt 1000 - 50.000 mal. Dies ist ein weiterer Grand, warum die 
10 Nukleinsauresonde besonders bevorzugt komplementar zu einer rRNA ist: die 
ribosomalen RNAs sind Bestandteile der Ribosomen, die, da sie die Protein- 
synthesemolekule darstellen, in jeder aktiven Zelle vieltausendfach vorhanden sind. 

ErfmdungsgemaB wird die Nukleinsaviresonde mit dem im oben genannten Sinne 
15 fixierten Mikroorganismus inkubiert, um so ein Eindringen der 

Nukleinsauresondenmolekiile in den Mikroorganismus und die Hybridisierung von 
Nukleinsauresondenmolekiilen mit den Nukleinsauren des Mikroorganismus zu 
erlauben. AnschlieBend werden nicht hybridisierte Nukleinsauresondenmolekiile 
durch iibliche Waschschritte entfernt. Falls eine Quantifizierung erwiinscht ist, 
20 werden im Gegensatz zum herkommlichen FISH-Verfahren nunmehr jedoch nicht 
die hybridisierten Nukleinsauresondenmolekiile in situ, also im jeweiligen 
Mikroorganismus, belassen, sondern von der nachzuweisenden Nukleinsaure 
wiederum abgelost, von zellularen Bestandteilen getrennt, detektiert und 
quantifiziert. 

25 

Voraussetzung sowohl fur die Identifizierung als auch fur die Quantifizierung ist, 
daB das erfindimgsgemaB verwendete Nukleinsauresondenmolekiil nachweisbar ist. 
Diese Nachweisbarkeit kann z.B. durch kovalente Verbindung des 
Nukleinsaviresondenmolekuls mit einem detektierbaren Marker sichergestellt werden. 
30 Als detektierbare Marker werden iiblicherweise fluoreszierende Gruppen, zB. Cy-2, 
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Cy-3 oder Cy-5, FITC, CT, TRITC oder Fluos-Prime verwendet, die dem Fachmann 
alle wohlbekannt sind; der Vollstandigkeit halber sind einige Marker, ihre 
Eigenschaften und Bezugsquellen in der folgenden Tabelle 1 angegeben. 

TABELLE 1 



10 



FLUOS: 



TRITC: 



5,(6)-Carboxyfluorescein-N«hydroxysuccinimedester (Boehringer 
Mannheim, Mannheim, Deutschland); s = 7,50 x 104 mol" 1 l" 1 , 
Abs m axbei 494 nm; Em max bei 518nm, MG = 473. 

Tetramethylrhodamin-5,6 isothiocyanat (Isomer G. Molecular Probes 
Inc., Eugene, USA, Lambda, Graz, AT); e = 1,07 x 105 moV 1 1'\ 
Abs m ax bei 537 nm; Emmax bei 566 nm, MG = 479. 



15 CT: 



5,(6)-Carboxytetramethylrhodamin-N-hydroxysuccinimidester 
(Molecular Probes Inc., Eugene, USA); e = 0,87 x 105 moF 1 1" 1 , 
Abs m ax bei 537 nm; Em max bei 566 nm. 



20 



CY-3: 



NHS-Ester von Cy5.18 (Biological Detection Systems, Pittsburgh, 
USA); (Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, USA); 
e = 1,5 x 105 moT 1 1' 1 , Abs ma x bei 532 nm; Em max bei 565 nm. MG : 
765,95. 



CY-5: NHS-Ester von Cy5.1 8 (Biological Detection Systems, Pittsburgh, 

25 USA); (Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, USA); 

e = > 2 x 1 05 mol" 1 1* 1 , Abw bei 650 nm; Emmax bei 667 nm. MG : 
791,99. 
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Alternativ werden chemolumineszierende Gruppen oder radioaktive Markierungen, 
z.B. 35 S, 32 P, 33 P, 125 J, verwendet. Nachweisbarkeit kann aber auch gegeben sein 
durch Kopplung des Nukleinsauresondenmolekiils mit einem enzymatisch aktiven 
Molekul, beispielsweise alkalischer Phosphatase, saurer Phosphatase, Peroxidase, 
5 Meerrettichperoxidase, p-D-Galaktosidase oder Glukoseoxidase. Fur jedes dieser 
Enzyme ist eine Reihe von Chromogenen bekannt, die anstelle des natiirlichen 
Substrats umgesetzt werden konnen, und entweder zu farbigen oder zu 
fluoreszierenden Produkten umgesetzt werden konnen. Beispiele fur solche 
Chromogene sind in der nachfolgenden Tabelle 2 angegeben. 

10 

TABELLE 2 



Enzyme 

15 L Alkalische Phosphatase und 
saure Phosphatase 

20 

2. Peroxidase 

25 
30 



Chromogen 

4-Methylumbelliferylphosphat (*), 
Bis(4-Methyiumbelliferylphosphat), (*) 
3-O-Methylfluoreszein, Flavon-3- 
Diphosphattriammoniumsalz (*), 
p-Nitrophenylphosphatdinatriumsalz 

Tyraminhydrochlorid (*), 
3-(p-Hydroxyphenyl)-Propionsaure(*), 
p-Hydroxyphenethylalkohol (*),2,2*- 
Azino-di-3-ethylbenzthiazolin- 
sulfonsaure (ABTS), ortho- 
Phenylendiamindihydrochlorid, 
o-Dianisidin, 5-Aminosalicylsaure, 
p-Ucresol (*), 3,3'-dimethyloxybenzidin, 
3-Methyl-2-benzothiazolinhydrazon, 
Tetramethylbenzidin 
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3. Meerrettichperoxidase 



H2O2 + Diammoniiimbenzidin 
H2O2 + Tetramethylbenzidin 



5 4. P-D-Galaktosidase 



o-Nitrophenyl-P-D-galaktopyranosid, 
4-Methylumbelliferyl-[3-D-galaktosid 



5. Glukoseoxidase 



ABTS, Glukose und Thiazolylblau 



10 * Fluoreszenz 



SchlieBlich ist es moglich, die Nukleinsauresondenmolekule so zu gestalten, daB an 
ihrem 5'- oder 3'-Ende eixie weitere zur Hybridisierung geeignete 
1 5 Nukleinsauresequenz vorhanden ist. Diese Nukleinsauresequenz umfaftt wiederum 
ca. 15 bis 1 000 3 bevorzugt 15 bis 50 Nukleotide. Dieser zweite Nukleinsaurebereich 
kann v/iederum von Oligonukleotidsonden erkannt werden, die durch eines der oben 
erwahnten Mittel nachweisbar sind. 

20 Eine weitere Moglichkeit besteht in der Kopplung der nachweisbaren 
Nukleinsauresondenmolekule mit einem Hapten. Nach Ablosung der 
NiiWeinsavtresondejomolekule von der Zielnukleinsaure konnen die nimmehr separat 
vorliegenden Nukleinsaiiresondenmolekiile mit das Hapten erkennenden 
nachweisbaren Antikorpern in Kontakt gebracht werden. Bin bekanntes Beispiel far 

25 ein solches Hapten ist Digoxigenin oder seine Derivate. Dem Fachmann sind fiber 
die angegebenen Beispiele hinaus viele weitere Moglichkeiten bekannt, ein zur 
Hybridisierung verwendetes Oligonukleotid zu detektieren und zu quantifizieren. 

Die Vielzahl moglicher Markierungen ermoglicht auch den gleichzeitigen Nachweis 
30 von zwei oder mehr verschiedenen, sich tiberlappenden oder sich nicht 
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iiberlappenden Populationen. So kann z.B. durch Verwendung von zwei 
verschiedenen Fluoreszenzmarkern Streptococcus salivarius neben Streptococcus 
thermophilus, oder Streptococcus salivarius neben der Streptococcen- 
Gesamtpopulation nachgewiesen werden. 

5 

Der mittels des erfindungsgemaBen Verfahrens nachzuweisende Mikroorganismus 
kann ein prokaryontischer oder eukaryontischer Mikroorganismus sein. In den 
meisten Fallen wird es erwunscht sein, einzellige Mikroorganisrnen nachzuweisen. 
Relevante Mikroorganisrnen sind dabei vor allem Hefen, Bakterien, Algen oder 
10 Pilze. 

In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsforni der vorliegenden Erfindung 
handelt es sich bei dem Mikroorganismus um filamentose Bakterien aus der Gruppe 
der griinen, nicht-schwefelhaltigen Bakterien, Nostocoida limicoIa-'ahxAichc 
1 5 Bakterien und filamentose Rhodobacter sphaeroides-ahn[\c\vzn Bakterien. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann vielfaltig angewendet werden. So ist es z.B. 
geeignet, Umweltproben auf das Vorhandensein bestimmter Mikroorganisrnen zu 
nntersuchen. Diese Umweltproben konnen aus dem Wasser, aus dem Boden oder aus 
20 der Luft entnommen sein. Fiir den Nachweis von bestimmten Bakterien in 

Umweltproben ist normalerweise keinerlei vorausgehende Kultivierung notwendig. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist die Kon- 
trolle von Lebensmittelproben. In bevorzugten Ausfuhrungsformen werden die 
25 Lebensmittelproben aus Milch oder Milchprodukten (Joghurt, Quark, Kase, Butter, 
Buttermilch), Trinkwasser, Getranken (Safte, Limonade, Bier), Backwaren oder 
Fleischwaren entnommen. Fur den Nachweis von Mikroorganisrnen in Lebensmitteln 
kann u. U. eine vorherige Kultivierung erwunscht oder sogar vorgeschrieben sein. So 
ist es notwendig, z. B. fur den Nachweis von einer einzigen Salmonelle in 25 ml 
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Milch, diese eine Zeitlang zu kultivieren, urn anschlieBend auch mit statistischer 
Zuveriassigkeit eine oder mehrere Salmonellen im Probenvolumen zu haben. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann weiter zur Untersuchung medizroischer 
5 Proben eingesetzt werden. Dabei ist es sowohl fur die Untersuchung von 

Gewebeproben, z.B. Biopsiematerial aus der Lunge, Tumor- oder entziindlichem 
Gewebe, aus Sekreten wie SchweiB, Speichel, Sperma und AusfluC aus der Nase, 
Harnrohre oder Vagina sowie fur Stuhl- und Urinuntersuchungen geeignet. 

1 0 Ein weiteres. wichtiges Anwendungsgebiet fur das vorliegende Verfahren ist die 

Untersuchung von Abwassern, z.B. Belebtschlamm, Faulschlamm oder anaerobem 
Schlamm. Dariiber hinaus ist es geeignet, Biofilme in industriellen Anlagen zu 
analysieren, sowie auch sich natiirlicherweise bildende Biofilme oder bei der 
Abwasserreinigung bildende Biofilme zu untersuchen. SchlieBlich ist es auch zur 

1 5 Untersuchung und Qualitatskontrolle pharmazeutischer und kosmetischer Produkte, 
z.B. von Salben, Cremes, Tinkturen, Saften etc. geeignet. 

Obwohl die Erfindung im wesentlichen mit Bezug auf fluoreszenzmarkierte 
Sondenmolektile beschrieben worden ist, versteht es sich von selbst, daB die 
20 genannten Vorteile bei Verwendung anderer Marker ebenfalls gegeben sind. 

Die folgenden Beispiele und Abbildungen dienen der Erlauterung der Erfindung und 
sollen nicht in einschrankender Weise ausgelegt werden. 

25 Beispiel 1 : Identifizierung und Visualisierung von Nostocoida //m/ca/a-ahnlichen 
fadenformigen Bakterien in Belebtschlammproben 



Schritt A: Zellfixierung 
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Zur Zellfixierung werden 2 ml-ReaktionsgefaBe sowie eine Tischzentrifuge (14.000 
Umdrehungen/Minute) benotigt. 

Zur Paraformaldehyd-Zellfixierung wurden folgende Losungen verwendet: 
PBS-Stammlosung (Na x P0 4 ) 
200 mmol/lNaH 2 P0 4 
200 mmoyi Na 2 HP0 4 (pH 7,2-7,4) 
3 x PBS-Losung 

390 mmol/1 NaCl 

30 mmol/1 Na x P0 4 (PBS-Stammlosung) (pH 7,2-7,4) 
1 x PBS-Losung 

130 mmol/1 NaCl 

10 mmol/1 Na x P0 4 (PBS-Stammlosung) (pH 7,2-7,4) 
96%-ige Ethanollosung. 

Die Zellfixierung wurde auf folgende Weise durchgefiihrt: 

1 . Zugabe von einem Teil 96%-iger Ethanollosung zu einem Teil frisch gezogener 
Belebtschlammprobe (z.B. 10 ml 96%-ige Ethanollosung zu 10 ml Belebt- 
schlamm). 

2. Inkubation fur 1 Stunde bei 4 °C. 

Auf diese Weise wurde eine fixierte Belebtschlammprobe erhalten. 

Schritt B: Hybridisierung 
25 

Fur die in situ-Hybridisierung werden benotigt: 

Tischzentrifiige ( 1 4.000 Umdrehungen pro Minute) 
Fluorometer 

1 Heizblock und 1 Wasserbad, oder 2 Heizblocke 
30 - Hybridisierungsofen 



10 



15 



20 
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All-In-One-GefaBe mit Auffanggefafl 
Formamid (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
S onden-Arbeitslosungen zu j e 5 0 ng/ |xl : 

NLI-654: 5'-ACC AGC CCC TGA TAC CCT-3' 
5 - Ablosepuffer: 0,01 mol/1 Tris/HCl (pH 9,0) 

Hybridisierungspuffer (2 ml mit 20 % Formamidgehalt): 



5 mol/1 NaCl 


360 pi 


1 mol/1 Tris/HCl pH 8,0 


40 pi 


Formamid 


400 pi 


10 % (m/v) SDS 


2 pi 


H2O bidest 


1200 pi 



Waschpuffer (2 ml): 



5 mol/1 NaCl 


86 pi 


1 mol/1 Tris/HCl pH 8,0 


40 pi 


0,5mol/l EDTA pH 8,0 


20 pi 


10% (m/v) SDS 


2 pi 


H2O bidest 


1850 pi 



Durchfuhrung : 

20 5 bis 500 (xl der fixierten Zellsuspension wurden in die Mitte eines AIO-GefaBes 
pipettiert und bei 14.000 Umdrehungen pro Minute fur 6 Minuten abzentrifiigiert. 
Das Filtrat wurde verworfen. Auf das Pellet wurden 500 |il einer 50 %-igen 
Ethanollosung pipettiert und 2 Minuten inkubiert. Nach dem neuerlichen 
Abzentrifiigieren (14.000 Umdrehungen pro Minute, 2 Minuten) wurde das Pellet fur 

25 2 Minuten mit 500 \i\ einer 70 %-igen Ethanollosung inkubiert und emeut einer 

Zentrifugation unterzogen (14.000 Umdrehungen pro Minute, 2 Minuten). Danach 
wurden 500 ^1 einer 96 %-igen Ethanollosung auf das Pellet pipettiert und fur 2 
Minuten inkubiert. Nach einem anschlieBenden Zentrifugationsschritt (14.000 
Umdrehungen pro Minute, 5 Minuten) wurde das AIO-GefaB fur 5 Minuten bei 80 

30 °C auf einem Heizblock inkubiert. Nach der Zugabe von 20 jjl des auf 46 °C 
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vorgewarmten Hybridisierungspuffers wurden 2 |il jeder Oligonukleotidsonde 
(Konzentration 50 ng/ \xl) hinzugefugt. AnschlieBend wurde der Deckel des AIO 
GefaBes geschlossen und bei 46 °C fur 2 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden 
die AIO-GefaBe bei 14.000 Umdrehungen pro Minute fur 6 Mimiten zentrifugiert, 
5 und das Filtrat wurde verworfen. Nach dem Waschen fur 20 Minuten bei 48 °C mit 
100 jal auf 48 °C vorgewarmten Waschpuffer wurde bei 14.000 rpm fur 6 Minuten 
zentrifugiert. Dann wurde der Filter dem AIOGefaB entnommen, auf einen 
Objekttrager gelegt, mit einem Anti-Fading-Reagenz tiberschichtet und unter einem 
Epifluoreszenzmikroskop betrachtet. Die rot leuchtenden Zellen entsprechen dem 
1 0 Nostocoida 7//mco/a-ahnlichen Bakterium aus der Gruppe der griinen, nicht- 
schwefelhaltigen Bakterien. 



Beispiel 2: Relative Quantifizierung von filamentosen Rhodobacter sphaeroides- 
15 ahnlichen Bakterien im Belebtschlamm 

Schritt A: Zellfixierung 

Zur Zellfixierung werden 2 ml-ReaktionsgefaBe sowie eine Tischzentrifiige (14.000 
20 Umdrehungen/Minute) benotigt. 

Zur Paraformaldehyd-Zellfixierung Avurden folgende Losungen verwendet: 
PBS-Stammlosung (Na x P0 4 ) 
200 mmol/1 NaH 2 P0 4 
25 200 mmol/1 Na 2 HP0 4 (pH 7,2-7,4) 

3 x PBS-Losung 

390 mmol/1 NaCl 

30 mmol/1 Na x P0 4 (PBS-Stammlosung) (pH 7^-7,4) 
1 x PBS-L6sung 
30 130 mmol/1 NaCl 
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10 mmol/1 Na x P0 4 (PBS-Stammlosung) (pH 7,2-7,4) 
4 %-ige Paraformaldehydlosung: 

herstellbar durch Zugabe von 3 g Paraformaldehyd zu 30 ml auf 60 °C 
erhitztem FbObidest; anschlieBend tropfenweise Zugabe von 1 mol/1 NaOH bis 
5 zum vollstandigen Losen des Paraformaldehyds; anschlieBend Hinzufxigen von 

1 6,6 ml 3 x PBS, Abkuhlen der Losung auf etwa 20 °C; Einstellung des pH- 
Wertes mit 1 mol/1 HC1 auf 7,2 - 7,4; Sterilfiltration der fertigen PFA-Losung 
iiber einen 0,2 urn-Filter (MILLIPORE, Eschbom) und Aufbewahrung bei 4 °C 
fur etwa einen Tag. 

10 

Die Zellfixierung wurde auf folgende Weise durchgefiihrt: 

1. Zugabe von drei Teilen 4 %-iger Paraformaldehydlosung zu einem Teil frisch 
gezogener Belebtschlammprobe (z.B. 30 ml 4 %-ige Paraformaldehydlosung zu 
1 0 ml Belebtschlamm). 
15 2. Inkubation fur 3 Stunden bei 4 °C. 

3. Zentrifugation bei 8000 Umdrehungen pro Minute fur 6 Minuten. 

4. Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 1 ml 
lxPBS. 

5. Zentrifugation bei 8000 Umdrehungen pro Minute fur 6 Minuten. 
20 6. Verwerfen des Uberstandes (das Pellet verbleibt im Cap). 

7. Resuspension des Pellets mit 250 |xl lxPBS 

8. Zugabe von 250 yd -1 8 °C-kaltem Ethanol 

9. Grundliches Wirlen und gegebenenfalls Lagerung bei —1 8 °C lagem. 
25 Auf diese Weise wurde eine fixierte Belebtschlammprobe erhalten. 

Schritt B: Hybridisierung 

Fxir die in situ-Hybridisierung werden benotigt: 
30 - Tischzentrifuge (14.000 Umdrehungen pro Minute) 
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Fluororaeter 

1 Heizblock und 1 Wasserbad, oder 2 Heizblocke 
Hybridisierungsofen 
All-In-One-Gefafie mit AuffanggefaB 
5 - Formamid (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng/ ul: 

Rho-645: 5'-TCT CGA CCT CAA GAA CAG-3' 
EUB-338: 5'-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3 ' 
Ablosepuffer: 0,01 mol/1 Tris/HCl (pH 9,0) 
1 0 - Hybridisierungspuffer (2 ml mit 20 % Formamidgehalt): 



5 mol/1 NaCl 360 pi 

1 mol/1 Tris/HCl pH 8,0 40 pi 

Formamid 400 pi 

10%(m/v)SDS 2 pi 

15 H 2 0 bid est 1200 pi 
Waschpuffer (2 ml): 

5 mol/1 NaCl 86 pi 

1 mol/1 Tris/HCl pH 8,0 40 pi 

0,5 mol/1 EDTA pH 8,0 20 pi 

20 10%(m/v)SDS 2 pi 

H 2 Q bidest 1850 pi 



Durchfuhrung: 

5 bis 500 pi der fixierten Zellsuspension wurden in die Mitte eines AIO-GefaBes 
25 pipettiert und bei 14.000 Umdrehungen pro Minute fur 6 Minuten abzentrifugiert. 
Das Filtrat wurde verworfen. Das AIO-GefaB wurde fur 5 Minuten bei 80 °C auf 
einem Heizblock inkubiert. Nach der Zugabe von 20 pi des auf 46 °C vorgewarmten 
Hybridisierungspuffers wurden 2 pi jeder Oligonukleotidsonde (Konzentration 50 
ng/pl) hinzugefugt. AnschlieBend wurde der Deckel des AIO-GefaBes geschlossen 
30 und bei 46 °C fur zwei Stunden inkubiert. Daraufhin wurden die AIO-GefaBe bei 
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14.000 rpm ftir 6 Minuten zentrifugiert. Nach dem Waschen fur 20 Minuten bei 48 
°C mit 100 pJ auf 48 °C vorgewarmten Waschpuffer wurde bei 14.000 rpm fur 6 
Minuten zentrifugiert. Das AIO-GefaB wurde in ein ungebrauchtes AuffanggefaB 
iiberfuhrt, mit 120 ^1 Ablosepuffer befullt und 15 Minuten bei 80 °C inkubiert. 
5 Anschlieflend wurde das AuffanggefaJi zusammen mit der Filtereinheit bei 

14.000 rpm 6 Minuten lang zentrifugiert, die Filtereinheit entfernt und das Filtrat im 
Dunkeln auf Eis gelagert. Die Fluoreszenz des Filtrates wurde in einem Fluorometer 
quantifiziert Die Fluoreszenzmengen, die fur die Sonde Rho-645 gemessen wurden, 
korrespondieren mit der relativen Menge an Rhodobacter sphaeroides-ahnlichen 
1 0 filamentosen Bakterien der untersuchten Probe. Diese Mengen wurden mit den 

Mengen verglichen, die mit der mit einem anderen Farbstoff markierten und in der 
selben Probe angewandten EUB338-Sonde gemessen werden konnten. Aus dem 
ermittelten Verhaltnis dieser beiden Werte ergibt sich die relative Menge an 
untersuchten filamentosen Rhodobacter sphaeroides-ahnlichen Bakterien. 

15 

Beispiel 3: Nachweis von filamentosen Bakterien der Gruppe der griinen. nicht- 
schwefelhaltigen Bakterien in Wasserproben 



Schritt A: Zellfixierung 

20 

Laborausstattung: 

All-In-One-GefaBe (AIO-GefaBe) 
Tischzentrifuge (14.000 Umdrehungen pro Minute) 



25 Zur PFA-Zellfixierung verwendete Losungen: 
Formaldehyd 
1 x PBS-L6sung 

130mmol/lNaCl 

10 mmol/1 Na x P0 4 (PBS-Stammlosung) (pH 7,2-7,4) 

30 
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Durchfuhrung: 

Nach Zugabe von 500 (il Wasserprobe in das AIO-GefaB wurde bei 14.000 rpm fiir 5 
Minuten abzentrifugiert. AnschlieBend wurden 100 pi 1% Formaldehyd zugegeben 
und 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert, gefolgt von einer Zentrifugation 
5 bei 14.000 rpm fiir 5 Minuten. Dann wurden 500 |xl 1 x PBS aufgebracht und erneut 
bei 14.000 rpm 5 Minuten lang zentrifiigiert Nach dem Verwerfen des Zentrifugats 
wurde das AIO-GefaB entweder bei -20° C gelagert oder sofort weiterverwendet. 

Schritt B: Hybridisierung 

10 

Laborausstattung : 

Tischzentrifuge (14.000 rpm) 
Fluorometer 

1 Heizblock und 1 Wasserbad oder alternativ 2 Heizblocke 
15 - Hybridisierungsofen 

Materialien: 

All-In-One-GefaBe mit AuffanggefaB 
Formamid (Merck, Darmstadt) 
20 - Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng/|il : 

PPx4-1425: 5'-TCACGGACTTCAGGCGTT-3 5 (Cy3-markiert) 
PPx4-47: 5 '-TGCGACTTGCATGC ATTAGG-3 9 (FLUOS-markiert) 
Ablosepuffer (2 ml): 

0,01 mol/1 Tris/HCl (pH 9,0) 
25 - Hybridisierungspuffer ( 2 ml mit 35 % Formamidgehalt): 
5mol/lNaCl 360^1 
1 mol/I Tris/HCl (pH 8,0) 40^1 
Formamid 700 |xl 

10%(m/v)SDS 2^1 
30 H 2 0 bidcst 900 i*l 
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Waschpuffer (2 ml): 
5mol/lNaCl 
1 moW Tris/HCl (pH 8,0) 
0,5 mol/1 EDTA (pH 8,0) 
10%(m/v)SDS 

H2O bidest 



28 ^1 
40 ill 
20 nl 
2 ill 
1910 ^il 



10 



15 



20 



Durchfuhrung: 

Das AIO-GefaB mit der fixierten Zellsuspension wurde bei 14.000 rpm fur 5 Minuten 
zentrifugiert. AnschlieBend wird das Filtrat im AuffanggefaB verworfen und auf das 
Pellet wurden 500 jil einer 50 %-igen Ethanollosung pipettiert und 2 Minuten lang 
inkubiert. Nach dem erneuten Abzentrifugieren (14.000 rpm, 2 Minuten) wurde das 
Pellet fur 2 Minuten mit 500 \il einer 70 %-igen Ethanollosung inkubiert und erneut 
einer Zentrifugation unterzogen (14.000 rpm, 2 Minuten). Danach wurden nochmals 
500 |il einer 96 %-igen Ethanollosung auf das Pellet pipettiert und 2 Minuten 
inkubiert. Nach einem anschliefienden Zentrifugationsschritt (14.000 rpm, 5 
Minuten) wurde das AIO-GefaB fur 5 Minuten bei 80 °C auf einem Heizblock 
inkubiert. Nach Zugabe von 20 pi des auf 46 °C vorgewarmten Hybridisierungs- 
puffers wurden 2 p.1 jeder Oligonukleotidsonde (Konzentration 50 ng/^il) 
hinzugefiigt. AnschlieBend wurde der Deckel des AIO-GefaBes geschlossen und bei 
46 °C 2 Stunden lang inkubiert. AnschlieBend wurden die AIO-GefaBe bei 14.000 
rpm 6 Minuten lang zentrifugiert, und der tJberstand wurde verworfen. Nach dem 
Waschen fxir 20 Minuten bei 48 °C mit 100 yd auf 48 °C vorgewarmten Waschpufifer 
wurde bei 14.000 rpm 6 Minuten lang zentrifugiert. Dann wurde der Filter dem AIO- 
GefaB entnommen, auf einen Objekttrager gelegt, mit einem Anti-Fading Reagenz 
tiberschichtet und unter einem Epifluoreszenzmikroskop betrachtet. Die rot 
leuchtenden Zellen entsprechen den filamentosen Bakterien der Gruppe der grunen, 
nicht schwefelhaltigen Bakterien. 
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Abbildungen: 

Abbildung 1 zeigt den Schritt a) einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaBen Verfahrens, bei dem die in einer Probe enthaltenen 
5 Mikroorganismen auf einem Trager in einem AIO-GefaB fixiert wurden. 

Abbildung 2 zeigt den Schritt b) des erfindungsgemaBen Verfahrens, bei dern die 
fixierten Mikroorganismen mit nachweisbaren Nukleinsauresonden auf einem Trager 
inkubiert werden. 

10 

Abbildung 3 zeigt die Schritte c) — e) des erfindungsgemaBen Verfahrens. Nach dem 
Entfernen der nicht hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule, konnen die 
hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule nach Herausnahme des Filters 
identifiziert werden. Alternativ oder zusatzlich konnen die mittels Zugabe eines 
15 Ablosepuffers abgelosten Nukleinsauresondenmolekule quantifiziert werden. 

Abbildung 4 zeigt einen Vergleich des AIO(All in One)-GefaBes als Bestandteil des 
erfindungsgemaBen Kits sowie des erfindungsgemaBen Verfahrens mit den 
bekannten Verfahren der FISH- bzw. Fast-FISH-Hybridisierung sowie der dafiir 
20 benotigten Vorrichtungen. 
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Anspriiche 

1 . Kit zum Nachweis von Mikroorganismen in einer Probe mittels einer 

5 Nukleinsauresonde, umfassend mindestens eine Nukleinsauresonde zum spezifischen 
Nachweis eines Mikroorganismus, sowie gegebenenfalls mindestens eine 
Nukleinsauresonde zum Durchfiihren einer Negativkontrolle; ein GefaB (AIO- 
GefaB); und gegebenenfalls ein AuffanggefaB, in welches das AIO-GefaB 
eingebracht werden kann; und gegebenenfalls einen Hybridisierungspuffer, 
10 wobei in dem AIO-GefaB die folgenden Schritte durchfiihrbar sind: 

a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Mikroorganismen auf einem Trager; 

b) Inkubieren der fixierten Mikroorganismen mit nachweisbaren 
Nukleinsauresondenmolekiilen auf einem Trager; 

c) Entfernen nicht hybridisierter Nukleinsauresondenmolekule; und 
15 d) Ablosen der hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule. 

2. Kit nach Anspruch 1, wobei der Trager ein Filter ist. 

3. Kit nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Trager ein Filter aus regenerierter 
20 Cellulose ist. 

4. Kit nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei der Trager von dem 
GefaB abnehmbar ist. 

25 5. Kit nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei das AIO-GefaB 

und/oder das AuffanggefaB verschlieBbar ist. 
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6. Kit nach einem der vorangehenden Anspruche, umfassend mindestens eine 
spezifische Sonde zum Nachweis von filamentosen Bakterien aus der Gruppe der 
griinen, nicht-schwefelhaltigen Bakterien, mindestens eine spezifische Sonde zum 
Nachweis von Nostocoida limicola-ahnlichen Bakterien und/oder mindestens eine 

5 spezifische Sonde zum Nachweis von filamentosen Rhodobacter sphaeroides- 
ahnlichen Bakterien. 

7. Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen in einer Probe mittels einer 
Nu-kleinsauresonde, umfassend die folgenden Schritte: 

1 0 a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Mikroorganismen auf einem Trager; und 

b) Inkubieren der fixierten Mikroorganismen mit nachweisbaren 
Nukleinsauresonden-molekiilen auf einem Trager; und 

c) Entfernen nicht hybridisierter Nukleinsaiiresondenmolekule; und 

d) Identifizieren der hybridisierten Nukleinsauresondenmolekiile und/oder 
15 e) Ablosen und Quantifizieren der abgelosten Nukleinsauresondenmolekiile, 

wobei die Schritte b) und c) sowie das Ablosen in Schritt e) in einem GefaB (AIO- 
GefaB) durchgefuhrt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei auch Schritt a) in dem AIO-GefaB 
20 durchgefuhrt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei der Trager ein Filter, 
insbesondere ein Filter aus regenerierter Cellulose ist. 

25 1 0. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9, wobei der Trager zur 

Identifizierung der hybridisierten Nukleinsaiiresondenmolekule entnommen wird. 
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1 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 1 0, wobei bei Durchfuhrung 
von Schritt e) die abgelosten Nukleinsauresondenmolekiile in einem AuffanggefaB 
gesammelt werden. 
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12. Verfahren nach einem der Ansprtiche 7 bis 1 1, wobei das Ablosen der 
hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule ohne Einsatz von Formamid erfolgt. 

5 13. Verfahren nach einem der Ansprtiche 7 bis 12, wobei die in Schritt e) 

verwendete Abloselosung ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus Wasser, 
gepuffertem Wasser, DMSO und SSC. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei es sich bei der Abloselosung urn 
10 '0,001-1,0 mol/1 Tris/HCl, pH 9,0 +/- 2,0 handelt. 

1 5. Verfahren nach Anspruch 1 4, wobei es sich bei der Abloselosung um 
0,01 mol/1 Tris/HCl, pH 9,0 +/- 2,0 handelt. 

15 16. Verfahren nach einem der Ansprtiche 7 bis 1 5, wobei Schritt e) bei einer 

Temperatur von 50-100 °C erfolgt. 

1 7. Verfahren nach Anspruch 1 6, wobei Schritt e) bei einer Temperatur von 
unterlOO °C erfolgt. 

20 

1 8. Verfahren nach Anspruch 1 7, wobei Schritt e) bei einer Temperatur von 
ungefahr 80 °C durchgefiihrt wird. 

19. Verfahren nach einem der Ansprtiche 7 bis 1 8, wobei die 

25 Nukleinsauresonde komplementar zu einer chromosomalen oder episomalen DNA, 
einer mKNA oder rRNA eines nachzuweisenden Mikroorganismus ist. 
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20. Verfahren nach einem der Ansprtiche 7 bis 19, wobei die 
Nukleinsauresonde kovalent mit einem detektierbaren Marker verbunden ist. 
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2 1 . Verfahren nach Anspruch 20, wobei der detektierbare Marker ausgewahlt 
ist aus der Gruppe der folgenden Marker: 

- Fluoreszenzmarker, 

- Chemolumineszenzmarker, 
5 - radioaktiver Marker, 

- enzymatisch aktive Gruppe, 

- Hapten, 

- durch Hybridisierung nachweisbare Nukleinsaure. 

10 22. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 2 1 , wobei der 

Mikroorganismus ein einzelliger Mikroorganismus ist. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 22, wobei der 
Mikroorganismus eine Hefe, ein Bakterium, eine Alge oder ein Pilz ist. 

15 

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei der Mikroorganismus ein 
filamentoses Bakterium der Gruppe der griinen, nicht-schwefelhaltigen Bakterien ist, 
ein Nostocoida /z/mco/a-ahnliches Bakterium oder ein filamentoses Rhodobacter 
sphaeroides-ShnSiohzs Bakterium ist. 

20 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 24, wobei die Probe eine 
Umweltprobe und aus Wasser, Boden oder Luft entnommen ist. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 24, wobei die Probe eine 
25 Lebensmittelprobe ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, wobei die Probe aus Milch oder 
Milchprodukten, Trinkwasser, Getranken, Backwaren oder Fleischwaren entnommen 
ist. 
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28. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 24, wobei die Probe eine 
medizinische Probe ist 

29. Verfahren nach Anspruch 28, wobei die Probe aus Gewebe, Sekreten oder 
5 Stuhl gewonnen ist. 

30. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 24, wobei die Probe aus 
Abwasser gewonnen ist. 

10 31. Verfahren nach Anspruch 30, wobei die Probe aus Belebtschlamm, 

Faulschlamm oder anaerobem Schlamm gewonnen ist. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 24, wobei die Probe aus einem 
Biofilm gewonnen wird. 

15 

33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei der Biofilm aus einer industriellen 
Anlage gewonnen wird, bei der Abwasserreinigung gebildet wurde oder ein 
naturlicher Biofilm ist. 

20 34. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 24, wobei die Probe einem 

pharmazeutischen oder kosmetischen Produkt entnommen ist. 

35. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 34, wobei das Verfahren 
auotomatisierbar im Mikrotiterformat durchgefuhrt wird. 

25 

36. AIO-GefaB, in dem das Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 35, 
ausgenommen das Identifizieren und Quantifizieren durchfuhrbar ist. 
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schritt i : Fixieren der mikmkieJtyeri Probe 

Abtdten der Mlkroorganlsmpn und zugangltch machen fur G£D£.Qnd&Q 

i 




Abbildung 1 



WO 01/85340 



PCT/EP01/05226 



2/4 



Schritt 2 : 



HyJiridisieruog 

Blndringen der Qejjsansten in die Mfkroorganlsmen 




"AlWn-One* Gefaa 



i-Vorbehandlungen (Ethanolreihe) • 



Schritt 3 




INKUBATION 

bei definierter Temperatur 




T Zugeben 
: Speztfl$che Sonde/ 



In AO-ln-One-GefaQ 
bineinpiiieLttiRren 



Abbildung 2 
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Schritt 3 : Waschen und analysteren/Waschen, ablttsen und analysleren 



Waschpuffer 



Zugeben 



m. he 




AblosepufTer 




Zugeben 



Filter 

herausnehmen 



Identif izierung 



Quantif izierung 



Ritrat Cberfuhren 




2 i£ 



Verwerfen 



Abbildung 3 
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|Fast-F!SH-Hybddlslfi.cgng _ _ 

• v-mshrmaages mOhsramc 5- AbTwhmendes timers tan Oes imrRpettet- 



Ql/aniZ/Jz/erung 

Caos 



a e 



er f indungs gema 6 e s Verfahren 

m 

Visualisierung und/oder ^| 
Quantif izierung 

(in einem Schritt) AIUn Ono G6,aft ^Aurfanggeiaa 

Keino h^r^iaeOJQQSKarnmsr. keine-Waschkammef. keine C2Q5. keine mdhsamos Abnehmen des Gberstandes 



Abbildung 4 
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S EQUENZ PROTOKOLL 

<110> Vermicon AG 

<120> Verfahren zur Identif izierung, Quantif izierung und 
Visualisierung von Mikroorganismen 

<130> V 7333 

<140> 
<141> 

<150> DE 100 22 304 
<151> 2000-05-08 

<160> 5 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukelotidsonde 

<400> 1 

accagcccct gataccct 18 



<210> 2 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukelotidsonde 

<400> 2 

tctcgacctc aagaacag 18 



<210> 3 
<211> 18 
<212> DNA 



1 



J" - 
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<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Oligonukelotidsonde 

<400> 3 

gctgcctccc gtaggagt 

<210> 4 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<22 3> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Ol i gonuke 1 o t i ds onde 

<400> 4 

tcacggactt caggcgtt 

<210> 5 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukelotidsonde 

<400> 5 

tgcgacttgc atgcattagg 
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